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Abstract 



The invention concerns a bone-growth-stimulating composition containing at least one substance selected 
from the group comprising the growth factors FGF, TGF- beta . IGF-II and PDGF and biologically active 
mutants and fragments thereof, plus at least one salt selected from the group comprising physiologically 
tolerated vanadates, molybdates and fluorides, except for the combination IGF-II and fluoride The invention 
also concerns the use of such compositions. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
© Knochenwachstumsfordernde Zusammensetzung 

© Knochenwachstumsfordernde Zusammensetzung, mit ei- 
nem Gehalt an wen.gstens einer Substanz aus dor Gruppe 
die aus den Wachstumsfaktoren FGF, TGF-p, IGF-II PDGF 
und biologisch aktiven Mutant en und Fragmenten derselben 
besteht. sowie wenigstens einem Salz aus der Gruppe die 
aus physiologisch vertraglichen Vanadaten, Molybdaten und 
Fluonden besteht. ausgenommen die Kombination aus IGF-II 
und Fluorid, sowie Verwendung derselben. 
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Die Erfindung betrifft eine knochenwachstumsfdr- 
dernde Zusammensetzung, insbcsondere zur Verwen- 
dung bei der Behandlung von Knochenerkrankungea 

Die Knochenbildung bei Wirbeltieren ist ein dynami- 
scher Pr zeB, der die f rtlaufende Knochenprodukti n 
und Knochenresorption umfaBt Knochenheilung erfor- 
dert die Vermehrung neuer Osteoblasten, die sich ihrer- 
seits differenzieren und Knochenmatrix synthetisieren. 
Bei Knochendefekten verwendet man normaJerweise 
autologes Knochen-Pfropf material Der Nachtei! dieses 
Ansatzes iiegt darin, daB autologes Knochenmaterial 
die Heilung nicht so schnell beschleunigen kann, wie es 
erwunscht ware, und daB in einigen Fallen autologes 
Knochenmaterial nicht verfugbar ist 

Unter den pharmazeutischen Zusammensetzungen. 
die verwendet worden sind urn Knochenerkrankungen 
zu behandeln, findet sich Fluorid von dem gezeigt wor- 
den ist, daB es ist Knochenbildung in vivo durch einen 
direkten mitogenen Effekt auf Knochenzellen stimu- 
nert Die Dichte von fCnochenmineraJ des axiaien Ske- 
letts von Patienten, die mit Fluorid behandelt worden 
sind, steigt an, ebenso wie der Serumspiegel an alkali- 
scher Phosphatase, einem Index far Knochenbildung im 
Skelett Signifikante Anstiege in der Dichte der Wirbel- 
saulenknochen konnen nach etwa 12-18 Monaten 
Fluond-Therapie beobachtet werden. Die Fluorid-Be- 
nandlung ist jedoch nicht bei alien Patienten gleich 
wirksam, da einige Patienten nur sehr schwach auf Fluo- 
rid reagieren und andere Qberhaupt nicht 

Zusatzlich zur Fluorid- Behandlung gibt es eine An- 
zahl anderer Techniken, die fur den Zuwachs von fCno- 
chenmasse vorgeschlagen worden sind, einschlieOlich 
der Verwendung von 1.25-Dihydroxy- Vitamin E und an- 
deren wachstumsfordernden Substanzen, aberdiese Be- 
nandlungen haben teilweise nur sehr unbestimmte Er- 
folge gezeigt. 

Die europaische Patentanmeldung 02 89 314 offenbar 
die Verwendung von IGF-II bei der Behandlung von 
Knochenstdrungen. AuBerdem ist offenbart daB die 
Kombination von IGF-II und Fluorid-Ionen eine uner- 
wartet verstarkte Wirkung auf die Vermehrung der 
Knochenzellen bewirkt wobei das Fluorid-Ion die die 
Osteoblasten stimulierende Wirkung von IFG-II ver- 
starkt 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zu- 
grunde, eine neue Zusammensetzung zur Verfugung zu 
stellen, die zu einer erhohten Vermehrung und Differen- 
zierung von Knochenzellen fuhrt. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe bei einer kno- 
chenwachstumsfdrdernden Zusammensetzung durch ei- 
nen Gehalt an wenigstens einer Substanz aus der Grup- 
pe, die aus den Wachstumsfaktoren FGF, TGF-p, IGF- 
II. PDGF und biologisch aktiven Mutanten und Frag- 
menten derselben besteht sowie wenigstens einem Salz 
aus der Gruppe, die aus physiologisch vertraglichen Va- 
nadates Molybdaten und Fluoriden besteht ausgenom- 
men die Kombination aus IGF-II und Fluorid Zu unse- 
rer eigenen Uberraschung konnte gezeigt werden, daB 
nicht nur die Kombination aus IGF-II und Fluorid bei 
der Steigerung der Vermehrung von Knochenzellen 
wirksam ist, sondern daB jede der vorgenannten Kombi- 
nationen aus wenigstens einem der genannten Wachs- 
tumsfaktoren (oder einem biol gisch aktiven Mutanten 
Oder Fragment derselben) und wenigstens einem der 
genannten Salze in dieser Hinsicht in wenigstens ver- 
gleichbarem MaBe wirksam ist. 



In einem ersten Versuch, diese Befunde zu erklaren 
vermuten wir, daB die Verstarkungswirkung v n Flue-' 
nd-, Vanadat- oder Molybdatverbindungen auf ihrer 
hemmenden Wirkung auf Phosphotyrosylproteinphos- 
5 phatase beruht Dies s Enzym bewirkt die Dephosph - 
rylierung von Ph sphoproteinen, induziert von mitoge- 
nen Signalen, wodurch diese mitogenen Signale inakti- 
viert werden. Durch Hemmen dieser Dephosphorylie- 
rung verstarkt man dann das mitogene Signal, das vom 
to Wachstumsfaktor erzeugt wird. 

In einer bevorzugten AusfQhningsform der Erfindung 
enthalt die Zusammensetzung in Kombination wenig- 
stens zwei Wachstumsfaktoren, am bevorzugtesten drei, 
von denen einer oder mehrere fakultativ durch eine 
15 biologisch aktive Mutante oder ein entsprechendes 
Fragment ersetzt sind Fur diese Kombinationen konnte 
gezeigt werden, dafi die Kombination von zwei oder 
menr Wachstumsfaktoren (oder entsprechender Mutan- 
ten oder Fragmente derselben) nicht nur eine additive 
20 Wirkung auf die Vermehrung und Differenzierung von 
Knochenzellen hat, sondern einen uberraschend merk- 
baren Synergismus schafft 

Vorzugsweise ist das mit dem Vanadat-. Molybdat- 
oder Fluorid-Ion verknupfte Kation aus der Grupoe 
25 ausgewahlt. die aus Natrium. Kalium, Calcium Magne- 
sium und Ammonium besteht die physiologisch beson- 
ders akzeptable Kationen darstellen. 

Der Wachstumsfaktor zur Verwendung in einer Zu- 
sammensetzung nach der vorliegenden Erfindung kann 
30 mit einer Anzahl verschiedener Techniken hergestellt 
werden. 6 

Erstens schlagt die vorliegenden Erfindung vor, daB 
wenigstens einer der Wachstumsfaktoren aus natiirli- 
chem, vorzugsweise menschlichem Knochenmaterial 
35 gewonnen ist, wie z. B. fQr IGF-II von Mojan et aL. Bio- 
chem Biophys, Akta 884. 234 (1986) beschrieben. Alter- 
nate dazu kdnnen die Wachstumsfaktoren auch aus 
Knochenzellen isoliert werden, die in Kultur geziichtet 
sind 

40 Der zweite Weg fur die Gewinnung der Wachstums- 
faktoren ist die Isoherung aus Serum, einschlieOlich Hu- 
man-, Rinder-, Schafs-, Schweine- oder Pferdeserum, un- 
ter Verwendung herkommlicher Technikea 
Die dritte (und mdglicherweise letztendlich die be- 
45 vorzugte) Herstellungsmethode umfaBt jedoch rekom- 
binante DNA-Techniken. dh. die Gewinnung der 
Wachstumsfaktoren oder biologisch aktiven Mutanten 
oder Fragmente derselben als rekombinante Verbin- 
dung aus einem gentechnologischen Verfahren. Einige 
50 dieser Techniken sind zum Beispiel fur IGF-II in oben- 
genannten europaischer Patentanmeldung 02 89 314 be- 
schrieben. 

SchlieBlich kann die erfindungsgemaBe Zusammen- 
setzung noch durch einen Gehalt an einem mitogenen 
55 Knochenextrakt gekennzeichnet seia Die Herstellung 
eines solchen wirksamen Knochenextrakts, der ein oder 
mehrere der genannten Wachstumsfaktoren enthalt, ist 
unter Verwendung ublicher Techniken moglich. 
Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen- 
eo dung der erfindungsgemaflen Zusammensetzung fur die 
Behandlung von Knochenerkrankungen. Die erfin- 
dungsgemaBe Zusammensetzung fordert die Wirkung 
der Wachstumsfaktoren, was zu einer Vermehrung und 
Differenzierung der Knochenzellen fuhrt Diese neue 
65 Knochenzellen verwirklichen dann das Ziel, entweder 
Knochendefekte schnell aufzufQlIen oder das Heilen 
von z. B. unregelmafligen Bruchen zu fordern, die erfin- 
dungsgemaBe Zusammensetzung erweist sich dabei 
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auch bei der Behandlung v n anderen Knochenerkran- 
kungen, wie Osteoporose als bcsonders wirkungsvolL 

Die Erfindung wird nun an Hand der f Igenden Bei- 
spiele noch weiter veranschaulicht 

Beispiel 1 

Wirkung von TGF-p(oder IGF-II) und Vanadat auch 
die Vermehrung und Differenzierung von menschlichen 
Knochenzellen 

Menschliche Osteosarcomzellen, SaOS, wurden als 
Schicht auf DMEM aufgebracht, das 1% Kalbsserum 
entnait Am folgenden Tag wurde das Medium ee*en 
serumfreies DMEM ausgetauscht Am nachsten Tag , 5 
wurden die Faktoren zugesetzt (d. h. TGF-0 (oder IGF- 
II) und Vanadat). Nach 18 Stunden wurde eine Zellver- 
mehrung durch Einbringen von 3 H-Thymidin festge- 
stent ParaJIele andere Platten wurden einmal mit PBS 
gespult und die Zellschicht mit 0.01% Triton X-100 ex- M 
trahiert Die Extrakte wurden auf Protein und Aktivitat 
von alkahscher Phosphatase hin untersucht Die Ergeb- 
nisse zeigeri War, daB TGF-0 (und IGF-II) die Wirkung 
von Vanadat auf die Vermehrung von menschlichen* 
Knochenzellen steigert. 25 

Beispiel 2 

Wirkung von FGF und Molybdat auf die Vermehrung 
und Differenzierung von menschlichen Knochenzellen » 

Die Vorgehendsweise dieses Beispiels ist vergleich- 
bar mit Beispiel 1, mit der Ausnahme. daB die entspre- 
chenden anderen Faktoren zugesetzt werdea Wieder 
werden die Extrakte auf Protein und Aktivitat von alka- « 
liscner Phosphatase untersucht Auch bei FGF zeiet 
sich. dafl die Wirkung von Molybdat auf die Vermeh- 
rung von menschlichen Knochenzellen gesteigert wird. 

Beispiel 3 ^ 

Wirkung von PDGF und Fluorid auf die Vermehrung 
und Differenzierung von menschlichen Knochenzellen 

Die Vorgehensweise dieses Beispiels ist vergleichbar 45 
mit Beispiel 1, mit der Ausnahme. daB die entsprechen- 
den anderen Faktoren zugesetzt werden. Auch hier 
werden die Extrakte wieder auf Protein und Aktivitat 
von alkalischer Phosphatase hin untersucht Auch 
PDGF steigert die Wirkung von Fluorid auf die Ver- « 
menrung von menschlichen Knochenzellen. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, sowie in den 
Anspruchen offenbarten Merkmale der Erfmdung kdn- 
nen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kombination 
fur die Verwirklichung der Erfindung in ihren verschie- 55 
denen Ausfiihrungsformen wesentlichen sein. 



und Flu rid 

2. Zusammensetzung nach Anspruch l t dadurch ge- 
kennzeichnet. daB sie in K mbinati n wenigstens 
zwei Wachstumsfaktoren. enthalt von denen einer 
Oder beide fakultativ durch eine biol gisch aktive 
Mutante oder em einsprechendes Fragment ersetzt 
ist* 

3. Zusammensetzung nach Anspruch 2. dadurch ge- 
kennzeichnet. dafl sie in Kombination drei Wachs- 
tumsfaktoren enthalt. von denen einer oder mehre- 
re fakultativ durch eine biologisch aktive Mutante 
oder ein entsprechendes Fragment ersetzt sind. 

4. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 
bis 3 dadurch gekennzeichnet. daB das mit dem 
Vanadat-. Molybdat- oder Fluorid-Ion verknupfte 
Kation ausgewahlt ist aus der Gruppe, die aus Na- 
trium, Kalium, Calcium. Magnesium und Ammoni- 
um besteht 

5. Zusammensetzung nach einem der vorangehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB we- 
nigstens einer der Wachstumsfaktoren aus naturli- 
cnem Knochenmaterial gewonnen ist 

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5. dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl wenigstens einer der Wachs- 
tumsfaktoren aus menschlichem Knochenmaterial 
gewonnen ist 

A Zusammensetzung nach einem der vorangehen- 
den Anspruche. dadurch gekennzeichnet, daB we- 
mgstens einer der Wachstumsfaktoren aus Serum 
einschlieBhch Human-. Rinder-, Schafs-. SchweinT-' 
oder Pferdeserum. gewonnen ist. 

8. Zusammensetzung nach einem der vorangehen- 
den Anspruche. dadurch gekennzeichnet, daB we- 
nigstens emer der Wachstumsfaktoren bzw eine 
(ernes von deren biologisch aktiven Mutanten oder 
Fragmenten als rekombinante Verbindung aus ei- 
nem gentechnologischen Verfahren gewonnen ist 

9. Zusammensetzung nach einem der vorangehen- 
den Anspruche. gekennzeichnet durch einen Ge- 
naJt an einem mitogenen KnochenextrakL 

10. Verwendung einer Zusammensetzung nach ei- 
nem der vorangehenden Anspruche. zur Behand- 
lung von Knochenerkrankungen. 



PatentansprOche 

1. Knochenwachstumsfordernde Zusammenset- &o 
zung, gekennzeichnet durch einen Gehalt an we- 
nigstens einer Substanz aus der Gruppe, die aus 
den Wachstumsfaktoren FGF, TGF-0, IGF-II, 
PDGF und biologisch aktiven Mutanten und Frag- 
menten derselben besteht, sowie wenigstens einem w 
Salz aus der Gruppe. die aus physiologisch vertrag- 
hchen Vanadates Molybdaten und Fluoriden be- 
steht, ausgenommen die Kombinau'on aus IGF-II 
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